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利用 体外 瘤胃 发 酵 法 评价 桑 叶 与 羊 草 的 组 合 效应 
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摘 ”要 :本 试验 则 在 利用 体外 瘤 骨 发 酵 法 研究 不 同比 例 的 桑 叶 与 羊 草 之 间 的 组 合 效 应 ， 从 而 


筛选 出 两 者 之 间 的 最 佳 组 合 比 例 。 将 桑 叶 和 羊 草 分 别 以 0:100 CTO 组 )、 20:80 CT20 组 )、40:60 


(T40 2H). 60:40 CT60 组 )、80:20〈T80 组 )、100:0 CT100 组 ) 的 比例 混合 后 作为 底 物 ， 


进行 连续 72 h 的 体外 产 气 培养 和 体外 批 次 培养 试验 。 结 果 表 明 : 1) 随 着 底 物 中 桑 叶 比 例 的 


提高 ,理论 产 气量 、 累 积 产 气量 、 培 养 液 微生物 蛋白 (MCP ) 浓 度 和 体外 有 机 物 消 化 率 (IVDOM) 


都 有 升 高 的 趋势 ; 2) 在 72h 时 ，T100 组 的 理论 最 大 产 气量 、 累 积 产 气量 和 IVDOM 都 显著 


CO 高 于 其 他 各 组 CP«0.055, T60 和 T100 组 的 培养 液 MCP 浓度 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05); 
= 3) Æ 48 HI 72h AY, T60, T80 和 T100 组 培养 液 pH 显著 低 于 其 他 各 组 (P<0.05); 4) 在 
N 72 hi}, T60, T80 和 T100 组 培养 液 的 总 挥发 性 脂肪 酸 〈TVFA)、 乙 酸 浓 度 没 有 显著 差异 


(P>0.05) ,但 都 显著 高 于 其 他 各 组 CP<0.05); 5) 在 6、12 WI 72h hj, T60. T80 和 T100 


组 的 培养 液 氨 氮 CNH3-N ) 浓 度 显著 高 于 其 他 各 组 CP<0.05); 6)T60 组 的 多 项 组 合 效 应 (MFAED) 


要 高 于 其 他 各 组 。 综 上 所 述 ， 桑 叶 与 羊 草 的 组 合 能 够 改善 体外 瘤胃 发 酵 特 性 ， 即 存在 正 组 合 


效应 ， 其 中 桑 叶 与 羊 草 的 最 佳 比 例 为 60:40。 


= 关键 词 : 桑 叶 ; 羊 草 ;， 体 外 瘤胃 发 酵 法 ; 组合 效应 
Q 中 图 分 类 号 : S816 


桑 叶 (mulberry leaves, ML) 是 桑 科 植物 桑 (Morus alba L.) 的 叶片 ， 它 是 我 国 传 统 的 


药 食 兼用 植物 趾 。 桑 叶 以 其 蛋白 质 含 量 高 [ 占 干 物 质 (DM) 含 量 的 20% 左 右 ]、 适 口 性 好 、 消 化 


率 高 ,并且 还 含有 丰富 的 微量 元 素 、 维生素 和 比例 适宜 的 氨基 酸 的 特点 ,可 以 被 用 作 一 种 优 


质 的 畜 禽 饲料 。 此 外 ， 桑 叶 中 还 含有 黄酮 、 多 糖 、 植 物 当 醇 、Y -氨基 丁 酸 等 生物 活性 物质 ， 


收 稿 日 期 : 2017-12-01 
基金 项 目 : 国家 公益 性 行业 (农业 ) 科研 专项 “南方 地 区 肉羊 育肥 与 高 品质 肉 生 产 技术 研究 ” 


(201303144); 江苏 省 农业 三 新 工程 项 目 “ 肉 羊 产业 技术 体系 营养 调控 创新 团队 ” 
(SXGC[2017]300) 

作者 简介 : 罗 ” 阳 (1993-), 男 , 江苏 泰兴 人 , 硕士 研究 生 , 动物 营养 与 饲料 科学 专业 。 E-mail: 
1217418397@qq.com 


通信 作者 : EAR, AG, fA SIN, E-mail: hrwang@yzu.edu.cn 


chinaXiv:201812.00381v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


以 及 三 荐 类 和 香 豆 素 等 功能 性 营养 成 分 , 这 些 物质 有 利于 瘤胃 微生物 的 生长 繁殖 , 能 维持 瘤 


骨 内 环境 的 健康 稳定 ,使 瘤 骨 能 够 更 有 效 地 分 解 利用 饲 粮 中 的 各 种 成 分 。 桑 树 在 我 国 大 部 分 
地 区 都 有 种 植 ， 而 南方 地 区 的 许多 桑 叶 园 由 于 雇工 成 本 的 提高 和 又 看 工业 的 没落 都 被 荡 弃 ， 


造成 了 桑 叶 资源 的 浪费 。 羊 草 (Leymus chinensis，LC)， 义 称 碱 草 ， 用 其 调制 出 的 干草 具有 


颜色 浓 绿 、 气 味 芳香 、 营 养 丰富 的 特点 ， 是 一 种 优良 的 禾 本 科 饲 草 所 。 饲 粮 的 组 合 效应 实质 


上 是 指 来 自 不 同 饲料 源 的 营养 性 物质 、 非 营养 性 物质 以 及 抗 营养 物质 之 间 互 作 的 整体 效应 外。 


增加 饲 粮 之 间 的 正 组 合 效应 可 以 提高 饲 粮 的 利用 率 ， 节 约 养殖 成 本 。 德 国 霍 恩 海 姆 大 学 的 


Menke 等 和 首先 利用 体外 注射 器 内 发 酵 产 气 的 方法 来 评价 饲 粮 的 营养 价值 ,这 种 方法 具有 简 
便 、 经 济 、 快 速 的 特点 ， 被 广泛 应 用 于 饲 粮 的 营养 价值 评定 。 目 前 ， 人 们 对 桑 叶 的 研究 多 集 
中 在 用 其 蔡 代 和 蛋白质 饲料 局 和 提取 、 利 用 它 的 活性 成 分 名 上 ， 缺 少将 桑 叶 直接 作为 粗饲料 利 


用 并 且 是 否 与 羊 草 之 间 存 在 组 合 效应 的 研究 。 因 此 ， 本 试验 拟 采 用 人 工 瘤胃 技术 ,将 桑 叶 与 
羊 草 以 不 同比 例 混 合作 为 发 酵 底 物 ,， 测定 产 气 参数 和 发 酵 指 标 ， 进而 评价 两 者 之 间 的 组 合 效 
应 ， 旨 在 探究 桑 叶 作为 反刍 动物 粗饲料 的 饲 用 价值 以 及 与 羊 草 之 间 的 最 佳 组 合 比例 。 

1 材料 与 方法 

1.1 试验 材料 

本 试验 所 用 桑 叶 和 羊 草 分 别 由 中 国 农业 科学 院 乔 业 研究 所 和 扬州 大 学 实验 农 牧 场 提供 。 


桑 叶 和 羊 草 采集 后 ,经 65 'C 烘 干 制 成 风干 样 并 粉碎 过 40 HIRERE, 参照 张 丽 灿 四 主编 的 《 饲 


料 分 析 及 饲料 质量 检测 技术 》 测 定 样品 中 的 DM 和 粗 灰 分 (Ash) 含量 , 参照 GB/T 6433-2006 


《饲料 中 粗 脂 肪 的 测定 》 马 测定 样品 中 的 粗 脂 肪 EEO 含量 ， 应 用 凯 氏 定 氮 法 测定 样品 中 的 


粗 蛋 白质 Cerude protein, CP) 含量 , 利用 Van Soest 氏 法 测定 样品 中 的 中 性 洗涤 纤维 Cneutral 


detergent fiber, NDF) 和 酸性 洗涤 纤维 (acid detergent fiber, ADF) 含量 。 


1.2 ”试验 动物 及 瘤 骨 液 的 采集 


本 试验 选取 4 头 健康 状况 良好 、 体 重 相近 、 装 有 永和 久 性 瘤胃 瘘管 的 萨 能 山羊 为 瘤 骨 液 供 


体 。 山 羊 的 饲 粮 为 燕麦 草 , 同 时 补 饲 精 料 ( 玉 米 : 豆粕 =6 : 4), HIE 2 X% (08:00 #1 17:00), Á 
由 饮水 。 试 验 当 天 于 晨 饲 前 ， 利 用 自制 真空 负 压 装 置 , 从 3 只 瘘管 羊 瘤胃 中 抽取 瘤胃 液 ， 混 
名 后 迅速 经 4 层 纱 布 过 滤 ， 装 入 39 'C 预 热 并 充满 二 氧化 矶 的 保温 瓶 中 ， 带 回 实验 室 后 置 于 


39 水 浴 锅 中 保温 ， 并 持续 通 入 CO» 以 待 接种 。 


13 ”人 工 唾 液 的 配 第 


= 


参照 Cone 等 图 的 方法 配制 人 工 唾 液 ， 将 8.75 g IRA (NaHCO), 1.00 g WRA 


CNH4HCO3 )、1.43 g 磷酸 氧 二 钠 (NazHPO4)、1.55 g AIR- A 〈KH2PO4)、0.15 g 七 水 


合 硫酸 锰 (MgSO47HO)、0.52 g 硫化 钠 NaS), 0.015 g KG Ai (MnCl2.4H2O)、 
0.002 g 流水 和 和 氧化 钴 〈CoCl.6H2O)、0.012 g 六 水 合 氧化 铁 〈FeCl:6H2O)、0.017 g 二 水 合 


FALAS (CaCb-2H20) 和 1.25 mg 为 天 青 溶解 在 1L 蒸馏 水 中 ， 接 种 前 在 39 水 浴 锅 中 预 


热 并 持续 缓慢 通 入 高 纯 CO» 直至 pH 为 6.8. 
14 试验 设计 
1.4.1 体外 发 酵 产 气 试验 


将 桑 叶 与 羊 草 分 别 按 0:100 (TO ZH), 20:80 CT20 2H). 40:60 (T40 ZH. 60:40 CT60 组 )、 


80:20 (T80 组 )、100:0 (T100 组 ) 的 比例 混合 均匀 作为 发 酵 底 物 ， 营 养 水 平 见 表 1。 称 取 


0.5 g 混合 后 的 发 酵 底 物 于 不 同 的 100 mL RBA, AEA 7 个 重复 。 将 SO mL 人 工 唾液 和 
25 mL 瘤胃 液 迅 速 注 入 培养 瓶 中 ， 并 向 瓶 内 持续 通 入 CO» 约 Ss， 后 立即 旋 紧 橡皮 塞 ， 将 培 


养 瓶 与 64 路 AGRS-II 型 体外 发 酵 产 气 自动 记录 装置 的 气 路 相连 接 ， 在 39 恒温 下 连续 培 


养 72 he 


表 1 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 发 酵 底 物 的 营养 水 平 干 物质 基础 ) 


Table 1 Nutrient levels of fermentation substrates with different combinations of ML and LC (DM basis) % 


项 目 组 别 Groups 

Items TO T20 T40 T60 T80 T100 
干 物质 DM 88.77 88.92 89.08 89.23 89.39 89.54 
粗 蛋 白质 CP 5.50 8.46 11.42 14.38 17.34 20.30 
TURN; EE 6.28 6.65 7.03 7.40 7.78 8.15 
粗 灰 分 Ash 4.33 4.98 5.62 6.27 6.91 7.56 
中 性 洗涤 纤维 NDF 73.67 65.80 57.92 50.05 42.17 34.30 
酸性 洗涤 纤维 ADF 38.71 34.22 29.74 25.25 20.77 16.28 


1.4.2 ”体外 发 酵 批 次 培养 试验 
同上 配制 人 工 唾 液 和 称 取 底 物 , 再 添加 1 个 空白 组 , 即 发 酵 瓶 中 只 有 瘤胃 液 与 人 工 唾液 ， 


每 组 设 18 个 重复 ， 在 SHA-A 型 恒温 振荡 水 浴 锅 中 进行 72 h 的 体外 发 酵 培养 。 分 别 在 培养 


开始 后 0、3、6、12、24、48、72 h 进行 取样 外， 每 次 取出 各 组 3 个 发 酵 瓶 ， 用 滤 袋 过 滤 出 


全 部 残渣 并 收集 过 滤 出 的 培养 液 , 将 培养 液 分 装 至 2 个 10 mL 离心 管 和 3 个 2mL 离心 管 中 ， 
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置 于 -80 'C 冰 箱 保 存 ， 用 于 挥发 性 脂肪 酸 CVEAO. AA (NH3-N) 和 微生物 蛋白 (MCP) 


浓度 等 指标 的 测定 。 将 残渣 经 洗涤 、 烘 干 后 用 于 测定 体外 有 机 物 消化 率 CIVDOMD. 
L5 体外 发 酵 指 标的 测定 


15.1 产 气 量 和 产 气 参数 的 计算 


S Ørskov 等 no 提出 的 公式 数据 模型 对 各 组 的 产 气量 数据 进行 非 线 性 回归 拟 合 : 


GPr-atbx Cl-e*). 


式 中 : GP 为 1 时 间 点 的 累积 产 气 量 (mL/g DM); a 为 快速 产 气 部 分 ， 即 发 酵 初 始 时 间 


yi 


点 的 产 气 量 (mL/g DM); b 为 缓慢 产 气 部 分 ， 即 理论 最 大 产 气 量 (mL/g DM); e 为 体外 发 


醇 产 气 速率 常数 Ch) atb 表示 潜在 产 气量 (mL/g DM). 


1.5.2 VFA 浓度 的 测定 


VFA 浓度 参照 Khorasani 等 上 的 方法 用 气相 色谱 测定 。 培 养 液 经 10 000Xg 离心 10 


min 后 取 上 清 液 1mL， 加 入 0.2 mL 20% 的 含 60 mmol/L 巴豆 酸 的 偏 磷酸 溶液 ， 混 匀 后 
经 10 000Xg 离心 ， 取 0.4 uL 上 清 液 用 于 气相 色谱 仪 (GC-9A, 日 本 岛 津 公 司 ) 测定 。 


总 挥发 性 脂肪 酸 CTVFAO 浓度 为 乙酸 、 丙 酸 和 了 丁 酸 的 浓度 之 和 。 


1.5.3 NH3-N 浓度 的 测定 


利用 比 色 法 测定 NH-N 的 浓度 。 取 培 养 液 4mL 经 400 X g 离心 10 min 后 取 上 清 50 
uL Flom 试管 , 依次 加 茶 酚 试剂 (准确 称 取 茶 酚 9.975 7 g, 亚 硝 基 铁 氰 化 钾 50.65 mg 


加 水 溶解 并 定 容 至 1 000 mL〉 和 次 握 酸 钠 试 剂 ( 称 取 和 气 氧 化 钠 5g， 加 少量 燕 饮水 ， 冷 


却 后 加 20 mL KARAS, ERA 1 000 mL) 各 3mL， 混 匀 后 经 60 ‘CC 水 浴 10 min 


后 立即 冷水 冷却 ， 用 756 型 可 见 紫 外 分 光 光 度 计 测定 546 nm 的 吸光 度 值 (ODs46 nm)。 


1.5.4 MCP 浓度 的 测定 


参照 苏 海 涯 [的 方法 测定 培养 液 中 MCP 的 浓度 。 标 准 曲线 的 制作 : 1) 分 别称 取 5、15、 


25.35.45 All 55 mg 的 酵母 RNA 于 10 mL 离心 管 中 , 并 加 入 2 mL 0.6 mol/L 的 高 氧 酸 (HC1IO4) 


于 90~95 'C 水 浴 1h， 冷 却 ，2) 再 分 别 加 入 6mL 28.5 mmol/L HR- AER (NH4H2PO4) 溶 


Wi, F 90-95 'C15 min， 冷 却 后 在 3 000Xg 离心 10min; 3) 取 1.6 mL 上 清 液 ， 向 上 清 液 中 


加 入 6 mL 0.2 mol/L NH4sH2PO4 溶液， 并 用 85% 磷 酸 调整 溶液 pH 为 2~3; 4) 取 调整 pH 后 的 


溶液 3.8 mL， 并 向 其 中 加 入 0.2 mL 0.4 mol/L 硝酸 银 (AgNO3) 溶液 ， 混 合 后 于 5 CAE 
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下 避 光 过 夜 ， 5) 过 夜 后 于 3 000 Xg 离心 10 min， 弃 上 清 液 , Hj 4.5 mL pH 为 2 的 蒸馏 水 冲洗 


沉淀 ， 再 于 3000Xg 离心 10 min， 弃 上 清 液 ; 6) 向 沉淀 中 加 入 5 mL 0.5 mol/L HCl, WE 


90~95 CC 条件 下 水 浴 30 min， 以 3 000X g 离心 10 min; NEMH 


倍 后 ， 以 0.5 mol/L HCI 作 参 比 ， 在 260 nm 下 比 色 ， 根 据 吸 光度 值 作 标准 


培养 液 中 MCP 浓度 的 测定 : 取 8 mL 培养 液 于 3 个 10 mL 离心 管 ， 


线 


H 0.5 mol/L HCl 稀释 40 


o 


在 20 000 X g 条 件 


下 离心 20 min， 弃 上 清 液 后 加 入 2.104 mL 0.6 mol/L HCIO4， 于 90~95 CK 1h, AH; 


按 标准 曲线 制作 的 步骤 2-6 进行 操作 ; 以 0.5 mol/L HCI 作 参 比 ， 在 260 nm 下 比 色 ， 根 据 吸 


光度 值 和 标准 曲线 求 出 RNA 测定 值 ， 再 根据 以 下 公式 计算 MCP 浓度 : 


MCP 浓度 (mg/mL) =RNA 测定 值 (mg/mL) XRNA EAE (17.83%) X PAPER BL X 6.25/ 


细菌 中 RNA ERE (10%). 


1.5.5 IVDOM 和 培养 液 pH 的 测定 


IVDOM 的 测定 参照 张 丽 英 外 主编 的 《饲料 分 析 及 饲料 质量 检测 技术 》 中 的 方法 ， 计 


算 公式 如 下 : 


IVDOM (%) —-100x[mi- Cm2-m3) Vm. 


式 中 :mi 为 底 物 有 机 物 含量 Ce) ma 为 残渣 的 有 机 物 含量 〈g) m 为 空 


物 含量 Cg. 


使 用 pHS-3C 型 pH 计 测 定 培 养 液 的 pH. 
1.5.6 ”组 合 效 应 的 评估 公式 
加 权 估 算 值 =T0 组 测定 值 x 羊 草 的 比例 C) +T100 组 测定 值 


单项 组 合 效应 指数 (SFAEI，%) =100X (实测 值 -加 权 估 算 值 


ARAA NL 


Lx RUF AY EG UT; 


) neues 


合 效应 综合 指数 (MFAEI, %) =E SFAEI-SFAEI sg; 


+SFAEIrvpowrSFAEIMcp+SFAEINH N+SFAEIrvEAL o 


l6 SW A T 


单 因 素 方 差分 析 ， 使 用 LSD 法 进行 多 重 比较 ，P<0.05 为 显著 差异 。 
2 结 果 
2.1 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 产 气 参数 的 影响 


1B 31; 


各 试验 数据 经 Excel 2016 进行 整理 ， 利 用 SPSS 22.0 统计 软件 的 one-way ANOVA 进行 


合作 期 刊 


由 表 2 可 知 ， 随 着 又 叶 比 例 的 提高 ,型 
渐 升 高 的 趋势 。T100 组 的 到 


(P<0.05), TO 组 、T20 组 和 T40 组 之 间 的 这 3 个 指标 没有 显著 差异 (P>0.05)。 


表 2 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72h 体外 发 酵 产 气 参数 的 影 


E 论 最 大 产 气 量 、 潜 在 产 气量 和 累积 产 气 上 


LE 论 最 大 产 气量 、 潜 在 产 气 量 和 累积 产 气量 呈现 逐 


时 都 显著 高 了 


响 


= 
2 


Table 2 Effects of different combination ratios of ML and LC on GP parameters during 72 h in vitro fermentation 


项 组 别 Groups P fü 
SEM 

Items TO T20 T40 T60 T80 T100 P-value 

理论 最 大 产 气量 Theological maximum GP/(mL/g DM) 58.224 56.76% 60.314 69.71* 74.26^ 8231* 2.00 «0.01 

潜在 产 气量 Potential GP/( mL/g DM ) 65.157  62.60* 63.92* 71.40^ 73.45^ 81.93" 144 «0.01 

产 气 速率 常数 Constant of GP rate/h-! 0.047: 0.0564 0.082° 0.106* 0.095 0.103% 0.01 <0.01 

累积 产 气 量 Accumulated GP/ mL /g DM ) 63.544 63.984 65.47% 70.50% 72.04 83.78 | 1.56 «0.01 


同行 数据 肩 


0.05)。 下 表 同 。 


标 无 字母 或 相同 字母 时 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 


标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 P< 


In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P7 0.05), 


while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


22 不 同比 例 桑 叶 与 羊 


草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 培 养 液 pH 的 影响 


由 表 3 可 知 ， 随 着 时 间 的 延长 ， 培 养 液 pH 呈现 下 降 趋 势 。 在 3、6 和 12h 时 ， 各 组 培 


养 液 pH 没 


T40 组 (P<0.05); 在 48 和 72h 时 ，T60、T80 4H T100 Z 


E 


J MIA 


著 差 异 (P>0.05); 在 24h 时 ，T100 组 


和 T40 组 CP«0.05). 


表 3 不 同比 例 桑 叶 与 3 


的 培养 液 pH 显著 低 于 T0、T20 和 


草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 培 养 液 pH 的 影响 


日 的 培养 液 pH 都 显著 低 于 T0、T20 


Table3 Effects of different combination ratios of ML and LC on culture fluid pH during 72 h in vitro 


fermentation 
时 间 组 别 ep 值 
Time/h TO T20 T40 T60 T80 T100 P-value 
0 7.13 7.13 7.13 7.13 7.13 7.13 0.02 1.00 
3 7.06 7.05 7.04 7.05 7.04 7.03 0.03 0.93 
6 7.04 7.04 7.05 7.02 7.00 6.99 0.02 0.06 
12 7.03 7.03 7.01 6.97 7.02 7.00 0.03 0.25 
24 7.0^ 7.014 6.994 6.9848 6.9648 6.948 0.02 «0.05 
48 6.98% 6.97%  6.94* 6.85^ 6.79^ 6.80^ 0.03 «0.01 
72 6.86? 6.837 6.83? 6.74^ 6.72^ 6.73^ 0.02 «0.01 


23 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 


ANS 
II 


合 对 72 h 体外 发 酵 培 养 液 VFA 浓度 的 影响 


由 表 4 可 知 ， 随 着 时 间 的 延长 ,各 组 培养 液 乙酸 和 两 酸 的 浓度 总 体 呈 现 先 升 高 趋势 。 在 


II 


12 fü 48h Hj, T80 组 的 培养 液 乙 酸 和 TVFA 的 浓度 显著 高 于 其 他 各 组 CP<0.05). Œ 72h 


HF, T60, T80 fü T100 组 的 培养 液 乙酸 和 TVFA 的 浓度 没有 显著 差异 (P>0.05)， 但 均 显 著 


高 于 其 他 各 组 (P<0.05)。 在 12 和 48h 时 ，T80 和 T100 组 的 培养 液 丙 酸 浓 度 显 著 高 于 其 他 


各 组 CP<0.05)。 在 12. 72 h HY, T60, T80 组 的 培养 液 乙酸 / 丙 酸 显著 高 于 其 他 各 组 CP«0.05). 


表 4 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 培养 液 VFA 浓度 的 影响 


Table 4 Effects of different combination ratios of ML and LC on VFA concentrations in culture fluid during 72 


h in vitro fermentation 


项 时 间 组 别 Groups P fü 
Items Time/h H Blank TO T20 T40 T60 T80 T100 P-value 
0 27.68 27.68 27.68 27.68 27.68 27.68 27.68 0.98 1.00 
3 33.33* 39.19^ 45.39 45.70? 44.1 69^ 45.898 39.73^ 1.01 «0.01 
= 6 28.314 39.91* 45.22% 47.414 39.79* 37.76* 41.11% 1.21 <0.01 
FAY Bc VE A BS RR 
12 37.17° 45.67° 44.2891 38.98% 58.91? 70.93" 60.33^ 2.34 «0.01 
TVFA/(mmol/L) 、 
24 37.49f 54.034 46.86° 58.261 89.05* 79.38^ 70.69* 3.37 «0.01 
48 49.19* 59.054 48.89* 61.641 88.87° 95.023 85.28° 3.49 <0.01 
72 50.76° 72.10° 80.68^ 76.85^ 96.19? 99.77" 100.40* 3.37 «0.01 
0 20.81 20.81 20.81 20.81 20.81 20.81 20.81 0.41 1.00 
3 23.08* 24.86% 26.72” 27.33% 28.52% 28.978 27.08” 0.53 0.02 
E 6 20.263 27.025 30.22% 31.56 26.43* 25.29* 28.089 0.77 «0.01 
: 12 26.33* 30.24* 29.40* 26.70* 43.84^ 53.223 42.17° 1.92 <0.01 
Acetate/(mmol/L) 
24 27.43° 31.21° 30.42° 39.474 64.998 55.34^ 50.79* 2.61 «0.01 
48 35.511 38.50* 35.064 34.094 64.39" 64.98* 58.75° 2.61 <0.01 
72 29.513 43.04* 51.48* 42.58* 71.20* 74.66" 70.52* 3.22 «0.01 
0 5.29 5.29 5.29 5.29 5.29 5.29 5.29 0.40 1.00 
3 8.19* 11.87* 13.76^ 15.70? 11.73* 12.65* 10.104 0.47 <0.01 
丙 酸 6 6.784 10.45* 12.18” 12.88? 11.55% 10.23° 11.15% 0.39 <0.01 
12 8.89* 12.46^ 11.925 9.62* 12.80^ 15.08? 14.63* 0.44 «0.01 
Propionate(mmol/L) 
24 7.583 13.50* 13.21* 14.14* 18.60% 20.88* 15.35% 0.86 <0.01 
48 10.43° 15.574 9.50° 23.41? 18.70° 25.958 22.48? 1.18 <0.01 
72 15.69° 24.41° 24.90 28.92? 19.45* 18.90* 24.18^ 0.90 «0.01 
0 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58 0.19 1.00 
3 2.05° 2.46? 4.914 2.68° 3.928 4.27* 2.55° 0.24 <0.01 
" 6 1.28f 2.44% 2.82 2.96" 1.81° 2.2478 1.87% 0.12 <0.01 
TH 
12 1.962 2.97* 2.96^ 2.66 2,27% 2.62™ 3.53* 0.11 «0.01 
Butyrate(mmol/L) 
24 2.47* 9.328 3.22* 4.66° 5.46° 3.16* 4.56° 0.42 <0.01 
48 3.253 4.98^ 4.335 4.14° 5.783 4.09* 4.05* 0.17 «0.01 
72 5.56% 4.665 4.31* 5.359 5.54% 6.21% 5.698 0.16 0.02 


乙酸 / 丙 酸 0 3.99 3.99 3.99 3.99 3.99 3.99 3.99 0.22 1.00 


Acetate/propionate 


3 2.83* 2.094% 1.94*f 1.76: 2.445 2.294 2.69% 


6 3.048 2.59> 2.48? 2.46? 2.29? 2.47° 2.51% 
12 2.96° 2.43° 2.47° 2.79° 3.428 3:53? 2.90° 
24 3.62 2.36° 2.37° 2.79? 3:33” 2.74? 33]1* 
48 3.42? 247^ 3.70* 1.46* 3.45* 2.52b 2.65° 
72 1.97%% 1.769 2.09* 1.478 3.68? 3.96? 2.97" 


0.08 
0.06 
0.08 
0.11 
0.14 
0.18 


«0.01 
«0.01 
«0.01 
«0.01 
«0.01 
«0.01 


24 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 培 养 液 NH3-N 浓度 的 影响 


由 表 5 可 知 ， 随 着 时 间 的 延长 ， 各 组 培养 液 NH3-N 的 浓度 呈 s 上 升 趋势 。 在 3h 时 ，T40、 


= 


T60. T80 fll T100 组 的 NH3-N 浓度 要 显著 高 于 T0 组 (P«0.055; dE 6. 12 fl 72h IY, T60, 


T80 fI T100 组 的 培养 液 NH3-N 浓度 显著 高 于 T0、T20 和 T40 组 (P<0.05); Æ 24 h 时 , T60 


组 的 NH3-N 浓度 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05); 在 48h 时 ，T80 组 NH3-N 浓度 显著 高 于 TO 


T20、T40 和 T60 组 (P<0.05). 


x5 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 NH3-N 浓度 的 影响 


Table 5 Effects of different combination ratios of ML and LC on NH3-N concentration in culture fluid during 72 


hin vitro fermentation mg/dL 


时 间 组 别 Groups P 值 
Time/h TO T20 T40 T60 T80 T100 as P-value 
0 6.15 6.15 6.15 6.15 6.15 6.15 0.12 1.00 
3 6.32^ 6.87% 7.108 743° 7.408 2.122 0.26 «0.01 
6 7.99? 8.63? 8.03? 13.918 13.092 13.72? 0.70 <0.01 
12 8.78? 9.44? 9.07? 13.15% 12.998 14.11 0.50 <0.01 
24 13.29* 14.424 13.98% 19.34? 18.005 15.26* 0.34 «0.01 
48 17.50* 18.54* 18.19* 27.55 31.423 29.02% 1.58 <0.01 
72 17.96* 21.725 22.40° 39.374 39.978 40.26 0.98 <0.01 


2.5 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72h 体外 发 酵 培 养 液 MCP 浓度 的 影响 


由 表 6 可知， 在 12 和 48h 时，T60、T80 和 T100 组 的 培养 液 MCP 浓度 没有 显著 差异 


(P>0.05), fr 72h Ef, T60 I T100 组 的 培养 液 MCP 浓度 没有 显著 差异 (P>0.05)， 但 都 


E 
n 


高 于 其 他 各 组 (P<0.05)。 在 6 和 24h 时，T100 组 的 培养 液 MCP 浓度 显著 高 于 其 他 各 


组 (P<0.05)。 
表 6 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 培养 液 MCP 浓度 的 影响 
Table6 Effects of different combination ratios of ML and LC on MCP concentration in culture fluid during 72 h 


in vitro fermentation mg/mL 


时 间 组 别 Groups — PE 
Time/h 空白 Blank TO T20 T40 T60 T80 T100 P-value 


72 


2.63 

2.95* 
2.40° 
1.804 
2.484 
2.29 
1.60° 


2.63 
2.34* 
2.188 
2.00* 
1.94* 
1;33* 
1.03* 


2.63 

2.703 
2.27* 
2.09° 
1.81f 
1.55* 
1.36? 


2.63 
2.46* 
2.198 
1.874 

1.85f 

1.60° 

1.323 


2.63 

3.28^ 
2.163 
3.07* 
3.11^ 
251% 
2.098 


2.63 

3.42 
2.28° 
3.15? 
2.96* 
2.63* 
1.85° 


2.63 

3.24* 
2.77" 
3.07* 
324* 
2.60* 
2.07* 


0.01 
0.09 
0.05 
0.13 
0.13 
0.11 
0.08 


1.00 
«0.01 
«0.01 
«0.01 
«0.01 
«0.01 
«0.01 


2.6 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 IVDOM 的 影响 


AR 


由 表 7 可 知 ， 随 着 时 间 的 延长 和 桑 叶 比例 的 提高 


，IVDOM 呈现 升 高 的 趋势 。 在 6、24、 


48 和 72h 时 ，T100 组 的 TYDOM 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05)。 


表 7 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 72 h 体外 发 酵 IVDOM 的 影响 


Table 7 Effects of different combination ratios of ML and LC on IVDOM during 72 h in vitro fermentation % 
时 间 组 别 Groups P fi 
Time/h TO T20 T40 T60 T80 T100 ink P-value 
3 0.12* 0.154 0.18* 0.20° 0.24" 0.26? 0.01 «0.01 

6 0.14* 0.194 0.22° 0.22° 0.26° 0.318 0.01 <0.01 

12 0.21° 0.28° 0.398 0.27° 0.40? 0.398 0.02 <0.01 
24 0.37f 0.46° 0.564 0.62° 0.68° 0.76° 0.03 <0.01 
48 0.47* 0.564 0.63° 0.66° 0.80° 0.90? 0.04 <0.01 
72 0.52f 0.64* 0.694 0.75° 0.84° 0.92? 0.03 <0.01 

2 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 的 组 合 效应 指数 


由 表 8 可 知 ，T40 组 累积 


气量 、TVFA、MCP 和 NH-N 的 SFAEI 和 MFAEI， 以 及 T20 


和 T80 组 累积 产 气量 、T20 组 NH3-N 的 SFAEI 存在 负 组 合 效应 ， 而 其 他 各 组 指标 则 都 是 正 


组 合 效 应 或 不 存在 组 和 效应 。T60 组 MCP、TVFA 和 NH3-N 的 SFAEI 高 于 


的 SFAEI 随 着 桑 叶 比例 的 提高 有 降低 的 趋势 。T60 组 的 MFAEI 高 于 其 他 各 组 。 


表 8 不 同比 例 桑 叶 与 羊 草 的 组 合 效应 指数 


Table 8 Associative effect indexes of different ratios of ML and LC 


其 他 各 组 , IVDOM 


单项 组 合 效应 指数 SFAEI 


组 别 累积 产 气量 、 体外 有 机 物 消 化 率 多 项 组 合 效应 指 娄 
总 挥发 性 脂肪 酸 微生物 蛋白 氨氮 
Groups Accumulated IVDOM MFAEI 
TVFA MCP NH3-N 
GP 
T20 -0.03 0.04 0.10 -0.03 0.07 0.15 
T40 -0.06 -0.08 -0.09 -0.17 0.01 -0.39 
T60 0.00 0.08 0.26 0.26 0.00 0.60 
T80 -0.05 0.05 0.00 0.12 0.00 0.12 
3 W it 
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3.1 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 产 气 参数 的 影响 

产 气量 的 多 少 可 以 反映 饲料 的 可 发 酵 程 度 的 高 低 , 它 由 瘤 骨 微生物 的 降解 能 力 与 发 酵 底 
物 的 自身 特性 共同 决定 03， 其 中 底 物 中 的 CP RADR, NDF 则 不 易 被 发 酵 。Nsahlai 
等 69 研究 发 现 ， 体 外 发 酵 的 累积 产 气 量 与 发 酵 底 物 的 CP 含量 呈正 相关 ， 而 与 底 物 的 NDF 


含量 呈 负 相关 关系 。 在 本 试验 中 ， 桑 叶 的 CP 含量 高 于 羊 草 ， 而 NDF 含量 则 低 于 羊 草 ， 随 


着 桑 叶 比例 的 提高 ， 底 物 中 CP 含量 提高 ，NDF 含量 降低 ， 累 积 产 气量 也 随 之 升 高 。 此 外 ， 
Liu 等 0 将 稻草 与 桑 叶 以 不 同比 例 混 合作 为 底 物 进行 体外 发 酵 产 气 试验 ， 发 现 随 着 桑 叶 比例 
的 提高 ， 累 积 产 气量 也 随 之 提高 ， 与 本 试验 的 结果 一 致 。 

3.2” 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 培养 液 pH 的 影响 

pH 的 高 低 可 以 在 一 定 程度 上 反映 瘤胃 的 发 酵 情 况 ， 瘤 胃 微 生物 适宜 生长 繁殖 的 pH 范 


Hé 6~7。 在 本 试验 中 ， 由 于 体外 发 酵 会 导致 VFA 的 积累 ， 从 而 使 培养 液 的 pH 随 着 时 间 的 
延长 呈现 下 降 的 趋势 ， 但 均 在 适宜 范围 内 ， 不 会 影响 瘤胃 微生物 的 活性 。 
3.3” 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 培养 液 VFA 浓度 的 影响 

饲 粮 中 的 多 糖分 解 产 生 的 单 糖 被 瘤胃 微生物 摄取 后 ,在 细胞 内 酶 的 作用 下 迅速 地 被 降解 
为 VFA, 它们 是 反刍 动物 主要 的 能 量 来 源 。 瘤胃 液 中 VEA. 的 比例 和 浓度 与 饲 粮 的 组 成 有 关 ， 
当 饲 粮 中 的 纤维 含量 提高 时 ， 瘤 胃液 中 TVFA 浓度 降低 ， 但 其 中 乙酸 比例 会 有 所 提高 13]。 


Allen09 和 玮 继 福 等 2 都 发 现 ， 瘤 骨 液 中 乙酸 浓度 与 饲 粮 中 NDF 含量 间 具 有 高 度 的 正 相 关 。 


本 试验 中 ， 随 着 桑 叶 比例 的 提高 ， 底 物 中 NDF 的 含量 降低 ， 而 乙酸 和 两 酸 的 浓度 都 呈现 先 


上 升 后 下 降 的 趋势 ， 其 中 T60 和 T80 组 的 乙酸 和 丙 酸 浓度 要 高 于 其 他 各 组 。 这 可 能 是 由 于 
桑 叶 的 可 发 酵 性 高 于 羊 草 ， 更 容易 被 微生物 分 解 利 用 ， 所 以 桑 叶 能 快速 发 酵 产生 乙酸 、 丙 酸 
等 VFA， 从 而 使 乙酸 和 丙 酸 的 浓度 随 着 又 叶 比 例 的 增加 而 提高 ， 且 桑 叶 与 羊 草 存 在 组 合 效 


应 使 T60 和 T80 组 乙酸 和 丙 酸 浓度 要 高 于 TO 和 T100 组 的 乙酸 和 丙 酸 的 浓度 , 这 与 孙 丽 莎 21 
研究 看 沙 和 稳 秸 的 组 合 效 应 的 试验 结果 一 致 。 
3.4” 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 培养 液 NH-N 浓度 的 影响 


瘤 骨 中 的 NH3-N 是 瘤胃 微生物 的 主要 氨 源 ， 适 宜 的 NH-N 浓度 可 以 促进 瘤 骨 微生物 的 
生长 繁殖 ， 而 NH3-N 浓度 过 高 会 造成 气 源 浪费 ， 过 低 则 会 限制 瘤 骨 微生物 的 活力 。 在 本 试 


EP 


"B6. 12 4I 72h Hj, T60, T80 Al T100 组 的 NH3-N 浓度 都 要 显著 的 高 于 其 他 三 组 ， 由 于 
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培养 液 中 的 NH3-N 主要 来 自 瘤 骨 微生物 对 底 物 中 含 氮 物质 的 降解 所 产生 ， 而 这 三 组 底 物 中 
的 蛋白 含量 要 高 于 其 他 三 组 ， 从 而 可 能 造成 了 NH-N 浓度 的 升 高 。 


3.5. ” 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 培养 液 MCP 浓度 的 影响 
MCP 是 反刍 动物 最 主要 的 蛋白 质 供 应 者 ， 它 能 提供 反刍 动物 和 蛋白质 需 要 的 


40%~80%。 饲 粮 的 类 型 对 MCP 的 合成 有 显著 影响 。Stem 等 9 研究 发 现 ， 饲 粮 的 碳水 化 合 


物 和 和 蛋白 质 以 及 两 者 的 同步 分 解 水 平 决定 着 瘤胃 微生物 的 生长 ， 从 而 能 改变 MCP 的 合成 效 


率 。 本 试验 中 ， 随 着 桑 叶 比例 的 提高 ， 底 物 中 优质 蛋白 质 的 含量 提高 ，MCP 浓度 有 着 升 高 
的 趋势 ， 这 与 李 妍 等 户 ] 的 研究 结果 相 一 致 。 


3.6 ” 桑 叶 与 羊 草 组 合 对 IVDOM 的 影响 


饲 粮 中 粗 纤维 含量 越 高 ， 消 化 率 越 低 ， 而 CP 含量 越 高 ， 消 化 率 则 越 高 。 刘 洁 等 鸣 研 究 


A IVDOM 和 饲料 中 的 CP Al NDF 含量 显著 相关 。Menke 等 3] 研究 发 现 IVDOM 与 累积 


产 气 量 存在 高 度 正 相关 的 关系 。 本 试验 中 ， 随 着 桑 叶 比例 的 提高 ，CP 含量 升 高 ，NDF 含量 


降低 ， 累 积 产 气量 和 IVDOM 都 随 之 提高 ， 与 前 人 的 研究 结果 一 致 。 
3.7” 桑 叶 与 羊 草 的 组 合 效应 


上 户 德 勋 针对 体外 培养 中 多 时 间 点 、 多 指标 组 合 效 应 进行 评 佑 ， 提 出 用 MFAEI 将 体外 
发 酵 所 测 得 的 各 项 指标 进行 综合 量化 ， 再 来 评定 饲 粮 间 的 组 合 效应 。 因 此 ， 本 试验 综合 考虑 


累积 产 气量 、VFA、NH3-N、MCP 和 IVDOM 几 个 因素 进行 计算 分 析 ， 发 现 72h 时 组 合 效 


应 最 大 的 组 合 是 T60 组 ， 而 T40 组 出 现 了 负 组 合 效应 ， 这 可 能 是 由 于 本 试验 只 考虑 了 72h 


一 个 时 间 点 的 MFAEI， 存 在 时 间 上 一 定 的 片面 性 ， 从 而 出 现 了 暂时 的 负 组 合 效应 ， 对 总 体 


的 试验 结果 并 没有 影响 。 在 实际 生产 中 , 羊 的 饲 粮 中 添加 了 精 料 ， 由 于 精 料 更 容易 被 瘤胃 微 
生物 分 解 利用 ,在 饲 粮 进 入 在 羊 的 瘤 骨 后 ， 精 料 会 迅速 发 酵 成 短 链 脂肪 酸 等 物质 ， 期 间 伴 随 
着 极 少 部 分 的 粗 料 被 降解 ,而 在 精 料 快 被 利用 完全 时 , 瘤胃 微生物 才 会 去 利用 较 难 分 解 的 粗 
料 ， 所 以 体外 桑 叶 与 羊 草 的 最 佳 比例 在 实际 生产 中 也 具有 一 定 的 参考 价值 。 


4 结 ie 


桑 叶 与 羊 草 的 组 合 能 够 改善 体外 瘤胃 发 酵 特性 , 即 存在 正 组 合 效 应 ， 其 中 桑 叶 与 羊 草 的 
最 佳 比 例 为 60:40。 
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Evaluation of Associative Effects of Mulberry Leaves and Leymus chinensis by in Vitro Ruminal 
Fermentation Method 
LUO Yang! WANG Hongrong!  HOU Qirui? 
(1. College of Animal Science and Technology, University of Yangzhou, Yangzhou 225009, 
China; 2. Sericulture Research Institute of Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Zhenjiang 212018, China) 
Abstract: This experiment aimed to use in vitro ruminal fermentation method to investigate the 
associative effects of different combinations of mulberry leaves (ML) and Leymus chinensis (LC), 
and screened the optimum combination ratios of ML and LC. ML and LC were mixed at the ratios 
of 0:100 (TO group), 20:80 (T20 group), 40:60 (T40 group), 60:40(T60 group), 80:20 (T80 group) 
and 100:0 (T100 group), respectively. The mixtures were used as the fermentation substrate and 
incubated in vitro for 72 h for an in vitro fermentation gas production test and a batched in vitro 
fermentation test. The results showed as follows: 1) theological maximum gas production, 
accumulated gas production, microbial protein (MCP) concentration in culture fluid and in vitro 
digestibility of organic matter (IVDOM) had increasing trends with the increase of ML ratio in 
substrate; 2) at 72 h, theological maximum gas production, accumulated gas production and 
IVDOM in T100 group were significantly higher than those in other groups (P«0.05), and MCP 


concentration in culture fluid in T60 and T100 groups was significantly higher than those in other 


groups (P«0.05); 3) at 48 and 72 h, culture fluid pH in T60, T80 and T100 groups was 
significantly lower than that in other groups (P«0.05); 4) at 72 h, total volatile fatty acid (TVFA) 
and acetate concentrations in culture fluid in T60 group, T80 group and T100 group had on 
significant differences (P>0.05), but they were all significantly higher than those in other groups 
(P«0.05); 5) at 6, 12 and 72 h, the concentration of ammonia nitrogen (NH3-N) in culture fluid in 
T60, T80 and T100 groups was significantly higher than that in other groups (P«0.05); 6) the 
multiply factor associative effect index (MFAEI) in T60 group was higher than that in other 
groups. In conclusion, the combination of ML and LC can improve in vitro fermentation 
characteristics, they have associative effects, and their optimum combination ratio is 60:40. 

Key words: mulberry leaves; Leymus chinensis; in vitro ruminal fermentation method; associative 


effect 
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